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Környezeti hatások biokémiai vizsgálata 
a JATE Biokémiai Tanszékén 
Az utóbbi évtizedekben az ipar és a mezőgazdaság ugrásszerű fej­
lődésének következtében a bioszféra sok vonatkozásban észlelhető­
en károsodott. A káros folyamatokat és azok hatását az élő szer­
vezetekre először a hagyományos biológiai szakterületek képvise­
lői, a zoológusokba botanikusok és ökológusok vizsgálták.A hat­
vanas években az iparilag fejlett országok vegyészei, toxikoló-
gusai és biokémikusai is bekapcsolódtak alap- és alkalmazott ku­
tatásaikkal a környezetkárosító hatások vizsgálatába. Az addig 
ismert legmodernebb kísérleti módszereket (izotóp- és elválasz­
tástechnika, nukleinsav és fehérjeanalitika, enzimológiai módsze­
rek) alkalmazták. Ennek nyomán a hetvenes években új ágazatként 
fejlődött ki az Egyesült Államokban, Kanadában, a skandináv ál­
lamokban és más, iparilag fejlett országban a környezetvédelmi 
biokémia ( Reichenbach-Klinke,1972; Kristófferson és mtsai,1974; Ozretich 
és mtsai;1983; Hodson és Hilton,1983; Lock és mtsai,1983; Layiwola és mtsai, 
1983). Ehhez az új kutatási irányhoz kapcsolódva hoztuk létre a 
JATE Biokémiai Tanszékén 1979-ben a környezetvédelmi biokémiai 
kutatásokkal foglalkozó munkacsoportot. Célkitűzésünk azóta is 
változatlan : a környezetszennyeződésnek a halakra kifejtett ká­
rosító hatását kutatjuk. 
Azokat a biokémiai változásokat vizsgáljuk, amelyek a vízi 
környezetnek feltehetőleg már igen csekély kedvezőtlen változása 
során is bekövetkezhetnek..Elsősorban olyan enzimeket vizsgálunk, 
amelyek jelzik az egyes szövetek nekrózisát,valamint az idegrend­
szer károsodását. A következő eljárásokat alkalmaztuk : 
1. Szérum transzamináz (GOT : EC 2.6.1.1., GPT: EC 2.6.1.2.) 
és LDH ( EC 1.1.1.27) aktivitás mérése a szövetkárosodás mértéké­
nek meghatározására. 
2. Vércukorszint és kortizolszint, máj glikogén mobilizáló 
enzimek és az egyes szervek kat'echolamin szintjének meg­
határozása a halakat ért stresszhatás mérésére. 
3. Az emésztőrendszer proteolitikus enzimaktivitásának méré­
se a bélcsatornát ért esetleges károsodás kimutatására 
- egyes esetekben. 
4. Az acetilkolineszteráz (AChE: EC 3.1.1.7.) aktivitás mé­
rése az idegrendszert ért károsodás kimutatására. 
Teszt-állatként a hazai halállomány döntő többségét kitevő pon­
tyot (Cyprinus carpio L.) vizsgáltuk. Esetenként más, eltérő é-
letmódű halakra ( ragadozó: harcsa /Silurus glanis L./, növény­
evő : busa /Hypophthalamichtys molitrix V./ vonatkozó mérési a-
datainkkal hasonlítottuk össze a ponttyal nyerteket. 
A peszticidek közül a fungicidként ismert CuSO, , az inszek-
ticidként alkalmazott methidation (MD: o,o-dimetil-í,3,4-tiadia-
zol-5(H) öni1-4 meti1(díTiofoszfát) és a herbicid-ként használa-
^
o s
 paraquat (1,1>-dimetil-4,4'bipiridilium diklorid) hatását 
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vizsgáltuk az említett biokémiai paraméterekre. 
i viszonylatban közös kutatásokat folytatunk a OATE Sí­
nszékével, a SZOTE Központi Kutató Laboratóriumával, a 
ni Limnológiai Kutatóintézetével és a szarvasi Halté •-
Kutatóintézettel. Kísérleteinket anyagilag jelentősen 
a MÉM Növényvédelmi és Agrokémiai Központja és az Orszá-





















itish Council keretében folyamatos kutatói csereprogram 
eg a Bristol Egyetem Légzésbiológiai Intézetével. A kö-
a Kuopioi Egyetemről érkeznek finn kollégák közös kuta-
gzésére. 
vetkezőkben kutatásaink eddigi eredményeiről adunk rövid 
t. 
A CuSCL hatása különböző halfajokra 
Hazai halaink vízszennyeződést tűrő képessége fajonként eltérő. 
Ezt mutatják a CuSCk-tal, ill. a paraquattal végzett akváriumi kí­
sérletek. Ezek során a rézszulfát 2 mg/ml (ppm) koncentrációban 
két órás kezelési időt követően jelentősen megváltoztatta a bio­
kémiai paramétereket (lásd az 1 .ábrát) ./Az alkalmazott kezelési 
koncentrációk" magasnak tűnhetnek,azonban a halak szervezete vi­
szonylag rövid idő alatt 5 ill.lO^szeresére képes feldúsítani a 
vízi környezetben megtalálható antropogen ágenseket./ 


















10 mg/l CuSO. hatása ponty (1). busa (2), harcsa (3) szérum GOT 
/A/ , GPT /B7 aktivitására 
Rézszulfát hatására a ponty, általunk mért valamennyi bioké­
miai paramétere megváltozott a kontroll állatokéhoz viszonyítva. 
A GOT aktivitás 30 %-kal, a GPT aktivitás pedig háromszorosára nőtt, 
m g/lOOmí 
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I X 1 
10 :mg/l CuSCk hatása ponty (1), busa (2), harcsa (3) LDH-aktivi-
vitására /D/ és a i vércukorszintre /C/ 
Kezelési idő 2 óra. Vízhőmérséklet 20-1 C. 
A negacJott ér tékek 8-12 egyedtol v e t t minták á t l a g a i t je lent ik 
az l a / és l b / ábrán. 
A vércukorszint megk 
buj5a esetében , 
zeresére nőtt, 
aktivitások és 
dett a harcsába 
szulfát " 
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Saját kisérleteinkben a legnagyobb mértékű növekedés a nö­
vényevő busában volt észlelhető,amely igen súlyos szövetkárosodás­
ra utal. A vegyes táplálkozása pontyban kisebb mérvű volt a GOT 
és. GPT aktivitás növekedése, míg a ragadoz-ó harcsában a legkisebb. 
Ez. utóbbi egyik oka az'lehet5hogy a kontroll értékek itt a legnagyobbak. 
A transzamináz aktivitások emelkedése az antropogen ágensek felvéte­
lében, akkumulálásában és kiválasztásában szerepet játszó kopol-
tyű,máj és vese szöveteiben bekövetkezett nekrózíst tükrözik,amit • 
elektronmikroszkópos felvételekkel igazoltak (Rojik és mtsai, 1983). 
Reichenbach-Kiinke (1972) a kopoltyú, Schreck és Lorz (1978) a ve­
se károsodását is észlelte egyes halfajokban' rézszulfát hatására. 
A vércukorszint változása jól tükrözte .a rézszennyeződés által o-
kozott stresszhatást. Ez legjobban a busát^legkevésbé a harcsát 
terhelte. Az emelkedett LDH aktivitás a szövetnekrőzis jelzésén 
kívül arra is utal, hogy a kopoltyűhám sérülése következtében 
fellépő anoxia, továbbá a busa és a ponty egyértelműen 
vebbé vált mozgásáktiyitása miatt megnövekedőt''- v 




mértékű - jelentősen fokozza a halak fogékonyságát a fertőző be­
tegségek iránt. Ez a gamma-globulinok mennyiségének csökkenése 
és az interferon-képződés károsodásának következménye (Wedemeyer, 
1970). 
A három vizsgált halfaj rézszulfáttal szembeni külön­
böző érzékenysége a kopoltyú mozgásaktivitásától függő és így a 
szervezetbe bekerülő testidegen anyag különböző mennyiségeinek 
lehet a következménye. Ehhez hozzájárulhat a halfajtól függő, a 
máj sejtekben jelenlévő metabolizáló enzimrendszer aktivitásbeli 
különbsége is. 
Peszticidek szervspecifikus károsító hatásának kimutatása 
szérum tejsavdehidrogenáz izoenzimkép alapján 
A szérum tejsavdehidrogenáz aktivitásának mérését régóta használ­
ják szövetkárosodás kimutatására (Kristóffersson és mtsaí,1974; 
Nemcsók és Boross, 1982; Asztalos és Nemcsók,1985). A megnöveke­
dett enzimaktivitás azonban csak a szövetkárosodás tényét mutat­
ja anélkül, hogy tudnánk, melyik szövetféleség nekrózisáról van 
szó. Halaknál - eltérően az emlősöktől,ahol két LDH izoenzim is­
mert - három izoenzim, az M, H és C típus ismert (Markert és Fa-
ulhaber,165; Shalkee és mtsai,1973). Ezért meghatároztuk a ponty egyes szö­
veteinek a jellemző izoenzimképét,majd annak változását rézszulfát, 
illetve paraqtiat, ill. methidation kezelés után. 
Rézszulfát kezelés után a szérum LDH aktivitása folyamato­
san emelkedett : 24 óra elteltével háromszorosára, 2 hét után kb. 













5 mg/l CuS04 
hatása ponty szérum LDH 
aktivitására. 
2 hetes kezelés 
A megadott értékek 3 - 6 
egyedből származó minták 
á t l a g a i t j e l e n t i k a 
k o n t r o l l (kezelést megelőző) 
%-ában megadva. 
24h 4Őh 96h Ihet 2het 
Paraquat kezelés hatására nem változott,illetve csökkent a szérum 
LDH-aktivitás (L. a 3.ábrát.) 
A methidation jelentősen növelte a szérum LDH aktivitását (1.4 .áb^ 
ra). E kezelést követően a szérumban a vázizomra jellemző izoenzim­












3 . áb ra 
5 mg/l paraquat hatása 
ponty szérum LDH -
aktivitására 
2 hetes kezelés 
A nitíyadütt értékek 3-6 egyedből 
származó m i n t á k á t l a g a i t 
j e l e n t i k a k o n t r o l l (kezelést 






4 . áb ra 
2 mg/l methidation hatása 
ponty szérum LDH -
aktivitására 
2 hetes kezelés 
A megadott értékek 3 - 6 
egyedből származó minták átla­
gait jelentik a kontroll (ke­
zelést megelőző) %-ában 
megadva 
24 h 48 h 96h ihét 2hét 
Pera 
vázi 
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eti adataink egyérte 
orban a vázizmot ás 
tására a szérum LDH 
atnak az LDH-ra kife 
at hatására kopoltyű 
nnek oka az,hogy a s 
szabadgyökök képződn 
atást fejtenek ki.(F 
atkovics és mtsai,19 
dation által 




rézszulfát hatására a szív és 
attunk ki a szérumban (l.az 
IfTiűen a z t m u t a t j á k , h o g y a 
szívet károsítja. Az a tény, 
aktivitásának csökkenését 
jtett direkt gátló hatása-" 
nekrózísra utaló izoenzim-
zervezetbe jutott paraquat 
sk és jelentős kopoltyú-mem-
isher és mtsai,1971; Keeling 
84). 
izomszövetkárosodás azért 





5.ábra Ponty szérumának és egyes szerveinek LDH-izoenzimképe 
0 Halak LDH-izoenzimképének sémája 
1 kontroll szívizom 
2 kontroll vázizom 
3 kontroll máj • 
4 kontroll kopoltyú 
5 kontroll véxszérum 
6 vérszérum 2 hetes 2 ppm methidation kezelés után 
7 vérszérum 1 hetes 5 ppm rézszulfát kezelés után 
8 vérszérum izoenzim képe 1 napos 5 ppm paraquat hatására 
Peszticidek hatása ponty acetilkolineszterázra és annak molekuláris 
formáira 
Az utóbbi két évtizedben biokémiai és farma 
szempontból az AChE a legintenzívebben kutatott enzimek 
tozik. Különösen figyelemre méltóak azok az eredmények, 
AChE molekuláris formáira vonatkoznak, mert ezek jelent 
zájárultak az enzim működésének élettani, valamint az e 
során betöltött szerepének tisztázásához. Megállapított 
az AChE molekula felépítésében alapvető szerepet játszi 
fl.o kD molekulasúlyú globuláris monomer (Dudái és Silman 
(Bon és Massoulié,1976; Rosenberry és Richardson,1977). 
merből diszulfid-hidak révén dimer képződhet (Anglister 
1978), s ez feltehetőleg Van der Waals erők hatására te 
alakulhat. A tetpamerek ún .háromszálas farokrészhez kap 















Rosenberry és prcsai , 1980) és immunológiailag (Anglister és mtsái, 
1979), valamint a kollagenázzal szembeni viselkedésüket tekintve 
(Lwebúga-MUkasa és mtsai,1976; Rieger és mtsai,1976) a kollagénre 
hasonlítanak. A farki rász egy-egy száláhozrdiszulfid-hidakkal 
összesen 5 tetramer fejrész egy-egy dimerje kapcsolódhat (Rosen­
berry és Richardson, 1.977) . Ennek alapján eddig 6 AChE molekuláris 











6 . apra_ Az s 
s z e r 
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kuláris formáinak negyedleges 
79) sémája alapján. A globulá-
formákat „A" jelöli. A diszul-
gén farokhoz történő kapcsoló-
),valamint Anglister és Silman 
ix = 4SS G4 = 10S, A 1 2 = 16S 
tanában a betűk mellé írt szá-
ségét jelölik. Mivel a fenti 
kre vonatkoznak, kísérleteink 
lekuláris formáinak felderíté-
onyabb szinten álló gerinces 
egismerése és egy szerves fosz-
hatásának molekuláris szintű 
G4, és A-y agvában a G, , u^? o ^ n -. 2 
. (í. 7a'.ábra) . Ezek közül a G-s és A 1 0 forma oldott 
membránhoz kötött enzim 
molekuláris formák voltak 
.
A12 
uno -hiti az 1 n i M ü i ü u i O I Ü I U ^ L , r\ u t. u ». 1. U M Í - X I I I • i ^ J L U U M I U a * . " T Q I 0 i f i ! 3 
a nalagyban. Emlős agyban ez csupán 1-2 %. Ismert, 
enetikaílag fokozatosan magasabban álló szervezetek-. 
orma csökkenő arányban van jelen. Mivel a halak a 
g-y-ik legalacsonyabb törzsfejlődési osztályát képvise-
az 4-,2"forma igen magas aránya. 
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7.b ábra 
f20tS] Ext. 412 nm 
I 
4S 34,46 % 
10$ 6i20 % 




0 5 « 6 20 25 30 .35 40 frakció szim 0 5 10 1 1 2 0 2 5 * 3 0 3 5 4 0 f r a k c i 6 SZGm 
Acetilkolineszteráz molekuláris formák kontroll (7.a) és 2 mg/l 
methidationnal 96 óráig kezelt (7.b) ponty agyában. A szövetmin­
ták Triton X-et tartalmazó élettani konyhasóoldatban homogenizál­
va, majd ce.ntrifugálás ( loo ooo g 4 C, 60 perc); a felülúszót a 
marker enzimekkel együtt 5-21 %-os szukróz gradiensen centrifu­
gáltuk ( loo ooo g, 24 óra, 4 C ). Minden frakcióban mértük az 
AChE és a marker enzimek aktivitását. 













MD kezelés hatására az agybaB-jeientósen csökkent 
z A|2 mennyisége. (7.b) Isméír^hogy egyes vegyület 
az AühE működését, hanem de novo szintézisét is gá 
son és Wilsön,1977,19.81; Fleming és. Grue,19Bl). II 
tételezhető az MD-nek is. Mivel valamennyi forma a 
thető le, ezért szintézis-gátló hatás esetén a G 
enése a legszembetűnőbb. Ez magyarázhatja a G, és 
ezelés utáni csökkent mennyiségét. 
A kontroll máj legnagyobb mennyiségben membránhoz k 
G. formát tartalmaz. Negyedannyi a G-, , míg legkisebb az A 
forma mennyisége ( 8.a ábra ). MD kezelés hatására csökken 
G, és nőtt a Gy mennyisége ( 8.b ábra ). A G, csökkenése 
színuleg a májsejt-membrán károsodéval van összefüggésben, 
biokémiai és elektronmikroszkópos vizsgálataink kimutattak 
jik és mtsai,1983; Asztalos és mtsai,1987). A monomer G. f 
arányának növekedése atetramer G. forma bomlását jelzi. 
Egy másik kísérletsorozatban a potenciálisan, stresszor-
nak tekinthető, szöveti nekrózist kiváltó és kolineszteráz bé-
nítást okozó rézszulfát
 ;paraquat és methidation együttes hatását 
vizsgáltuk halak acetilkolineszterázára - esetleges szinergista 
ötöt t 
l2 a 




vagy antagonista hatás felderítése céljából 
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Ext. 412 nm 
0.2 
0,1 








0 5 10 15 20 25 30 35 40 frakció 
Ext 412 nm 
8 . b á b r a 
I I i 
4S 69,5% 




0 S 10 15 20 25 30- £ 40 ' frakció szám 
A vizsgált vegyületek közül az MD gátolta legnagyobb mértékben 
a halak AChE aktivitását két hetes kísérletben. 2 mg/l MD 24 óra 
után már csakn'em 80%-kal csökkentette az enzimaktivitást és ez két 
hét után is fennállott ( 9.és 10.ábra) . 
2001 
• 5ppm CUSOÍ, 
• 2ppm MD 
A 1 ppm MD* 2,5 ppm CuSO^  
- * — - * - — » — - - 4 




 5 ppm PQ 
82ppmMD 
A
 1ppm MD+2,5ppmPQ 
Kezelési idő 24óra 96ora 2het 
9'..ábra MD , réz s z u l f á t és együttes 10. ábra MD,paraquat és e g y ü t t e s 
hatásuk a ponty szérum hatásuk a ponty szérum 
AChE a k t i v i t á s á r a AChE a k t i v i t á s á r a 
A megadott é r t é k e k 6-8 egyedből származó minták átlagát j e len t i k a kont­
r o l l %-ában . Vízhőmérséklet : 10 - 1 °C. 
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5 mg/l PQ 24 órás kezelés után felére csökkentette az enzimaktivitást* 
96 óra múltán a kontrollhoz viszonyítva kb.20%-os AChE aktivitás­
növekedést mértünk s ez 2 hét után is fennállt. (10.és 11. ábra) 
A PQ okozta változáshoz has 
szulfát által kiváltott. Az elt 
tás növekedése jóval nagyobb,mi 
vegyületek kombinációs adása ál 
vitását, a változás azonban elt 
során az enzimaktivitás csökken 
gyedi MD-kezeléséhez, így sokká 
PQ-kezelés hatására (10 . ábra). 
MD+rézszulfát kezelés után. Itt 
sara a gátlás valamennyi vizsga 
egyedi MD hatására és nagyobb mértékű 
(11.ábra). 
onló képet mutatott az 5 ppm réz­
érés : 96 óra után az enzimaktivi-
nt PQ esetében. (9.és 11.ábra). A 
tálában csökkentette az AChE akti-
érő mértékű, volt. Az MD+PQ kezelés 
és időbeli lefutása hasonló az e-
1 nagyobb mértékű,mint az egyedi 
Hasonló változás figyelhető meg 
azonban az együt tes kezelés ha tá­
l t időpontban kisebb mértékű,mint 
,mint egyedi r é z s z u l f á t - k e z e l é s után. 
A 2,5ppm PQ* 
+ 2,5ppm CuSO* 
•.5 ppm CuSO* 
• 5 ppm PQ 
1 1 . ábra 
24 óra 96 óra 2 hét kezelési idö 
5 mg/l paraquat? 5 mg/l CuSO 
pro liter CuSO 
értékek 6-8 egyedbp1 
%-ában. Vízhőmérséklet 10 - 1 
A szerves foszforsavészterek köz 
AChE aktivitását (Gage',19'55; 0JBrien,196 
1976), ugyanis kovalens kötésbe lépnek a 
portjával. Kísérleteinkben viszonylag na 
cióra következett be a szérum AChE gátlá 
AChE feltételezhetően lassabban reagál a 
emlősöké (Moss és Fahrney, 1978). A termé 
nál viszonylag kis mennyiségű szerves f 
tős AChE gátlást okozhat .(Williams és So 
dás következménye (Reichenbach-Klinke,19 
ben a MD egyedül és kpmbinációban adva i 
az AChE aktivitását. Feltételezhető^hogy 
valamint 2.5 mg/l paraquat + 2.5 mg 
aktivitására. A megadott 
származj minták átlagát jelentik a kontroll 
4 hatása ponty szérum AChE 
ismerten gátolják a halak 
0; Coppage és Braidech, 
z enzim szeril-OH cso-
gy methidation koncentrá-
sa. A halakban előforduló 
gátlószerekkel,mint az 




s tartósan csökkentette 
nemcsak az enzim aktív 
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centrumát bénítja,hanem drasztikusan gátolja a de novo szintézist 
is, Más állatfajban, így pl. madaraknál kimutatták, hogy szerves 
foszforsavészterek hatására bekövetkezett 55-64%-os gátlás után 
csak 26 nap elteltével állt helyre az AChE aktivitása, nagyrészt 
az enzim de novű szintézisének ereaményekénj; (Fleming és Grue, 
1981). A PQ és CuSCL nem koiineszteráz bénítóként ismert vegyü­
letek. A halakban elsősorban a kopóityúhámot, májat és a vesét ká­
rosítják, ugyanis ezek kulcsszerepei játszanak az antropogén a-
nyagok felvételében,tárolásában és kiválasztásában (Reichenbach-
Klinke, 1972; Lábat és mtsai,1977; Horváth és Stamroer, 1979; Mag-
nusson és mtsai,1979; Ferrí és Macha,1980; Rojik és mtsai,1983) . 
Kísérleti adataink szerint a PQ és CuSCL már 2 órás kezelés után 
gátolja a halak létfontosságú szerveiben az AChE-t (Nemcsók és 
mtsai 1984 és 1985). Ujabb megfigyeléseink alátámasztják a koráb­
biakat. Azonban a 24 órás kezelést követően az enzimaktivitás 
túllépte a kezelést megelőző kontroli-értékeket. Ez feltételez-
hetőleg annak a következménye, hegy a rézszulfát és a PQ a már 
szintetizált AChE aktivitását csökkenti, de serkenti annak de novo 
szintézisét. - Csirkeembriö mellizmában ehhez hasonló hatást ír­
tak le : paraoxonnal kezelt sejtek AChE aktivitása egy idő után 
meghaladta a kontroll szintet (Cisson és Wilson,1977; 1981). En­
nek oka a szerzők szerint az,hogy az enzimaktivitás regeneráló­
dása inkább, függ az enzim újraszintézisétől, mint a már gátolt 
enzim reaktivációjától. 
MD + PQ és MD + CuSO. adására bekövetkező gátlás két hatás 
eredőjének tekinthető. A kombinált kezelés során alkalmazott 1 ppm 
MD koncentráció nyilvánvalóan kevésbé gátolja az AChE de novo 
szintézisét, mint 2 ppm. Ugyanakkor a kisebb koncentrációkban al­
kalmazott rézszulfát és PQ is kevésbé hat serkentőleg a 96 órás 
kezelés után az AChE de novo szintézisére. Kísérleteink szerint 
a szerves foszforsavészterek különösen azért veszélyesek a 'halak­
ra, mert viszonylag alacsony koncentrációban is sokáig gátolják 
az AChE de novo szintézisét és adott esetben kedvezőtlenül befo­
lyásolják más vegyületek ( rézszulfáts PQ ) által okozott AChE-
gátlás viszonylag gyors regenerálódásót 
Eddigi akváriumi kísérleteink szerint a vizsgált biokémiai. 
paraméterek jól tükrözik a szubletális Környezetszennyeződés ha­
lakra kifejtett károsító hatását. A közeljövőben tiszta és szeny-
nyezett természetes vizekben -ketrecekbe;: tartott halakkal - foly­
tatjuk méréseinket. MegvizsgálJÜK a kolinery rendszerükben szere­
pet játszó enzimek biokémiai és farmakológiai tulajdonságait, az 
acetilkolineszteráz különböző molekuláris formáinak lehetséges 
funkcióit, az ontó™ és filogenezisben betöltött szerepét és ked­
vezőtlen környezeti hatásokra bekövetkező esetleges specifikus 
változásait. 
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